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La presente invenzione descrive I'uso di un aoe^nft- Hr.tot« ^ • • 
« in con^binazione con un ^o^^^^T^^Z^^^Z^. 
ed avente affimta verso il primo agente per la preparazionTdi^ me 
dicamento utile per la terapia perioperatoria in due sSftonTnT 

ed efficace localizzazione dell'attivita antitumorale, nellariSne 
degh stadi di somnunistrazione e nella possibility di ridurr^Te dosf di 
antitumorale, nducendo gli effetti collateral! senza perde^ in Vfficac L 
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Descrizione deU'invenzione avente per titolo: 

"Uso di reagenti per la preparazione di un medicamento utOe per 
la terapia perioperatoria in due stadi di tximori soHdi" 
a nome: SIGMA-TAU Industrie Farmaceutiche Riunite S.pA. 
di nazionaliti: italiana 

con sede in: Viale Shakespeare, 47 - 00144 Roma RM 
Inventori: Giovanni PAGANELLI 

Paolo CARMINATI 

Umberto VERONESI 

La presente invenzione si riferisce all'uso di reagenti per la 
preparazione di un medicamento utile per la terapia locoregionale . 
e sistemica intra c postoporatoria. 
Sfond o dell'invenzione 

La chirurgia conservativa con dissezione asceUare e radio- 
terapia complementare rappresenta il trattamento di scelta neUe 
pazienti con carcinoma mammario di piccole dimensioni. I risultati 
di recenti studi clinici. e in particolare gU studi randomizzati (U. 
Veronesi, e al, New Engl J. Med., 305:6-11, 1981; U. Veronesi, e 
al, Ann. Surg. Vol 211. 3:250-259, 1990) hanno dimostrato che il 
rischio di ripresa locale della neoplasia d correlato con I'ampiezza 
deU'intervento condotto a Hvello mammario, con V^tk della pazien- 
te, con la presenza di estesa componente intraduttale ed invasione 
Knfatica e/o vascolare peritumorale. Inoltre d stata dimostrata una 
ridotta incidenza di recidive locaH in soggetti sottoposti a radiote- 
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rapia coxnplexnentai-e (5,4 % contro il 21,6 % del gruppo di control- 
lo). 

La radioterapia esterna complementare attualmente utiliz- 
zata dopo rintervento chirurgico di quadrantectoxnia, prevede la 

somministrazione di una dose totals di 50-60 Gy in 6 settimane di 
trattamento, con I'irradiazione di tutta la ghiandola mammaria re- 
sidua dopo I'intervento chirurgico ed eventualmente sovradose al 
letto operatorio. Un tale schema di trattamento ha implicazioni di 
^ ordine psicologico non trascurabili; la sua lunga durata accresce e 

prolunga neUa paziente lo state d'ansia legato al vissuto deUa ma- 
lattia e induce a considerare non risolutivo I'intervento chirurgico. 
Inoltre non e trascurabHe I'impatto sociale sotto U profile dei costi, 
legato aHa assenza dal mondo del lavoro del paziente per un perio- 
do di circa 2 mesi. 

In alternativa al trattamento radioterapico tradizionale k 
stata proposta di recente U Radioterapia Intraoperatoria aOET); 
^ una tecnica di radioterapia che connate di erogare una dose unica 

di radiazioni direttamente al tumore esposto durante Hntervento 
chirurgico. oppure all'area anatonuca che conteneva il tuxnore dopo 
la riznozione ohirurgica della neoplasia. I presenti inventeri hanno 
utiKzzato la lORT nellWito di uno studio randomizzato per U 
trattamente del tun.ore manunario in stadio Tl, con risultati 
soddisfecenti. Tuttavia, da un punto di vista logistioo solo in pochi 
centri i possibile attuare questo tipo di terapia; il costo della sola 
attrezzatura supers il milione di euro, senza considerare i costi ar- 
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chitettonici di una sala operatoria schermata per garantii-e la 
radioprotezione degH operatori e deUe persone situate nei locaK a- 
diacenti e del personale specializzato necessario all'espletamento 
del trattamento. 

t noto un protocollo di trattamento di radioimmunoterapia 
denominate radioimmunoterapia a tre stadi ("three step radioim- 
munotherapy") i cui dettagli sono descritti in European Journal of 
Nuclear Medicine Vol. 26. No. 2. February 1999, pp.110-120 e No. 
4, April 1999, pp.348-357 e nel brevetto eiiropeo EP 0 496 074. In 
questo metodo. si utilizza un kit di reagenti in una forma adatta 
alia somministrazione endovenosa che comprende 1) un anticorpo 
monoclonale biotinilato specifico per un antigene associate a un 
tumorc. 2) una proteina del tipo a.ddina. 3) biotina o un suo deri- 
vato coniugata con un agente efficace per la cura e/o diagnosi di un 
tumore. Agenti utiU aUa riduzione dei livelli circolanti di anticorpo 
biotinilato e deUe proteine della famigUa delle avidine (chasing 
agents) sono anche descritti nel metodo di radioimmunoterapia a 
tre stadi. Di tale kit si da indicazione per la somministrazione in- 
tracavitaria o sistemica. ma non si fomisce alcun suggerimento di 
somministrazione sequenziale che comprende sia Tatto chirurgico 
sia il trattamento post-operatorio per via sistemica. 

II metodo a tre stadi d certamente vaHdo nella sua descrizio- 
ne generale ma pud essere ottimizzato e sfruttato ulteriormente se 
grandi quantity di avidina sono introdotte sul tumore o in zone del- 
I'organismo che potrebbero recepire o gi^ contenere cellule tumora- 
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li residue ad un intervento apparentemente radicale. I due princi- 
pali limiti del metodo classico a tre stadi sono dati dal fatto che so- 
lo modeste quantita di anticorpi e proteine della famiglig del- 
I'avidina, piu frequentemente streptavidina, (1* e 2" stadio) rag- 
giimgono il bersaglio dopo Tinocxdo endovena. L'inoculo locoregio- 
nale e applicabile in cavit^L anatomiche naturali quali il peritoneo, 
la pleura, la vescica oppure in cavitsi virtuali post chirurgiche come 
nel caso dej tumori cerebrali. 

Riassxmto dell^inve nynnnft 

stato ora trovato che un approccio di tipo perioperatorio, 
comprendente xmo stadio locoregionale intraoperatorio ed un se- 
cond© stadio per via sistemica nella fase postperatoria, risxilta 
particolarmente vantaggioso nel. controllare le recidive locali e in 
maniera sorprendente si e visto che la terapia locale pud essere 
vantaggiosamente eseguita in due soli stadi, dei quali il primo vie- 
ne eseguito in sede intraoperatoria locoregionale e il secondo in fa- 
se postoperatoria per via sistemica. 

L'introduzione durante I'atto chirurgico di un agente dotato 
di tropismo tumorale, ossia capace di localizzarsi sulla cellula tu- 
morale o nei suoi pressi, prepara immediatamente, nel tessuto 
peritiunorale residue, una sorta di recettore di nostra scelta pronto 
a recepire in loco e ad altissima concentrazione, la successiva dose 
di agente antitiimorale vero e proprio sonuninistrato per via en- 
dovenosa. L'agente antitumorale dovr^ essere opportunamente 
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diretto al sito del tumore, sfiruttando Taffinita dell'agente veicolan- 
te con il recettore artifLcialmente da noi creato. 

Pertanto, e im primo oggetto della presente invenzione I'uso 
di un primo agente dotato di tropismo tumorale in combinazione 
con un secondo agente antitumorale dotato di affinita verso detto 
primo agente come principi attivi per la preparazione di un me- 
dicamento utile per la terapia perioperatoria in due stadi, di cui il 
primo locoregionale intraoperatorio ed il secondo sistemico nella fe- 
se postperatoria. In un aspetto preferito la terapia e nella forma di 
radioterapia. 

Un altro oggetto della presente invenzione 4 una composizio- 
ne farmaceutica comprendente detti principi attivi in contenitori 
separati (kit) atti alia somministrazione sequenziale, locoregionale 
e sistemica, detta composizione costituente un medicamento utile 
per la terapia perioperatoria adiuvante nei tumori solidi operabiU o 
non asportabili completamente come ad esempio i tumori mammel- 
la, pancreas, polmone, pleura, peritoneo, cervico-facciale, vescica, 
cervello ed altri. 

Vantaggiosamente, la presente invenzione risolve i problemi 
presenti nello stato dell'arte discussi sopra. Inoltre, un altro van- 
taggio insito neU'aumentare I'accumulo dell'agente dotato di tropi- 
smo tumorale in sede tumorale, pud essere costituito dalla possibi- 
le riduzione dell'agente antitumorale impiegato. 

Descrizione dettagliata dell'invensrinnfi 
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In una prima realizzazione preferita dell'invenzione, la 
terapia e la immimoterapia, e in particolare la radioimmunotera- 
pia. Nell'ambito di questa prima realizzazione, Tagente dotato di 
tropismo tiraiorale e mi anticorpo biotinilato specifico per antigeni 
associati a xm tmnore. 

Secondo la presente invenzione, nella fase intraoperatoria si 
somministrerd Tanticorpo biotinilato, seguito da avidina, costruen- 
do cosi il "recettore artificiale" per il successivo agente antitmnora- 
le vero e proprio. In questo caso, Tagente antitumorale sara veico- 
lato da biotina, la quale sara compresa in un composto chimico atto 
a formare tm complesso con Tagente antitxunorale e detto di seguito 
composto di biotina, e che verra somministrata per via sistemica 
nella fase postoperatoria. 

La biotina infatti si localizzera solo dove e presente avidina e 
in questo caso si e certi che Tavidina e presente nella zona che inte- 
ressa trattare in quanto introdotta dal chirurgo qualche ora prima 
(ad es. da 4 a 72 ore) durante Tintervento. Questo e un ulteriore 
vantaggio della presente invenzione rispetto alia terapia in genera- 
le in quanto riduce drasticamente i tempi che intercorrono tra ri- 
mozione del timiore primario e terapia adiuvante. 

L'anticorpo biotinilato e preferibilmente tm anticorpo mono- 
clonale. L'anticorpo pud essere murine, umano o eventualmente 
chimerico. Anticorpi specifici contro antigeni associati a tumori so- 
no noti e reperibiU sul mercato o possono essere preparati con me- 
todi noti agh esperti del settore, come ad esempio descritto in 
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Trikha M., et al. Monoclonal antibodies as therapeutics in oncolo- 
gy. Current Opinion Biotechnology 2002; 13:609-614. Esempi di an- 
ticorpi sono forniti nel summenzionato EP 0 696 074. In iina prima 
realizzazione preferita I'anticorpo d im monoclonale anidtenascina. 
P0S.S0110 essere usati anche anticorpi chimerici o ricombinanti 
{Trikha M., et al., ibid.). 

Nell'ottica di massimizzare la capacita di accvimtdo dell'an- 
ticorpo biotinilato nell'area interessata si pud prevedere di utiliz- 
zare una miscela di anticorpi monodonali biotinilati diretti contro 
differenti antigeni tuxnorali o contro proteine della matrice extra- 
cellulare, quali la tenascina. Queste proteine, risultano particolar- 
mente abbondanti nell'intorno del tumore e quindi costituiscono un 
bersaglio ideale anche dopo la rimozione della massa tumorale 
principale. 

La biotinilazione deU'anticorpo d nota all'esperto dell'arte. 

Come composto di avidina, si pud utilizzare I'avidina stessa, 
che e una proteina reperibile in commercio. Oltre all'avidina nati- 
va, si possono utilizzare anche altre proteine dello stesso tipo, ad e- 
sempio la streptavidina, oppure derivati polimerici di avidina, 
streptavidina, o loro derivati con poUetilene glicol (avidine PEG- 
ilate; Chinol M, Br. J. Cancer 1998; 78:189-197). 

L'agente antitumorale, che in questo caso sar^i veicolato dal 
composto di biotina, puo essere scelto tra quelli disponibili nel set- 
tore 0 comunque qualsiasi agente antitumorale. Esempi di agenti 
antitumorali sono i chemioterapici in senso lato, tossine, citochine, 
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quali IL-2 interferone, TNF, cellule linfocitiche e i radionuclidi, che 
costitxiiscono un esempio preferito nella presente invenzione. 

La biotina radioattiva puo essere la biotina stessa marcata 
con isotopo radioattivo mediante apposito linker. / 

II radioisotope sara scelto in funzione della specifica applicat 
zione. Esempi di radioisotopi adatti sono Fe-52, Mn-52m, Co-55, 
Cu.64, Ga.67, Ga-68, Tc-99m, In-Ill, 1-123, 1-125, 1-131, P-32, Sc- 
47, Cu-67, Y-90, Pd-109, Ag-111, 1-131, Pm-149, Re-186, Re- 188, 
At-211, Pb-212, Bi-212, Ln-177. Come sara evidente dalla descri- 
zione che segue, sono preferiti radioisotopi beta-emettitori, quali 
Ittrio-90 o Lutezio-177. 

Per quanto la presente invenzione sia applicabile alia radio- 
immunoterapia dei tumori in generale, un'applicazione preferita ri- 
guarda i tumori della mammella, i tumori polmonari, pleurici e pe- 
ritoneali. 

Le dosi dei reagenti saranno determinate dall'esperto del 
settore. Tuttavia esse saranno calcolate per erogare una dose sicu- 
ramente tumoricida sul bersagUo. 

A scopo indicativo, i contenitori dei diversi reagenti sono ge- 
neralmente in tma forma adatta alia somministrazione iniettabile 
e ne contengono vma quantita adeguata. In una forma di realizza- 
zione preferita, il contenitore dell'anticorpo sara sotto forma di 
un'apposita siringa dotata di imo o piu aghi per facilitare Tinfiltra- 
zione del letto tumorale e del tessuto circostante. Convenientemen- 
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te, il contenitore potra anche essere in una forma adatta alla.som- 
ministrazione dell'anticorpo sotto forma di spray. 

Sempre in via esemplificativa, il contenitore per Tavidina sa- 
r^ adatto a contenerne una quantita adeguata indicativamente in 
un rapporto 5 volte superiore all'anticorpo (ad esempio 100 mg vs. 
20 mg di anticorpo), eventualmente diluiti in soluzione fisiologica. 
In una forma particolarmente preferita, il contenitore sara sotto 
forma di un'apposita siringa atta a somministrazioni successive di 
volumi esatti, ad esempio circa 20 ml in una prima fase, ed ima o 
piu aliquote ulteriori (10 ml) in una seconda fase deU'atto chirurgi- 
co per esempio sui margin! di resezione o residui di malattia non a- 
sportabili chirurgicamente perche infiltranti organi vitali. Conve- 
nientemente, il contenitore potra anche essere in una forma adatta 
alia somministrazione deU'avidina sotto forma di spray. 

Preferibilmente, i diversi contenitori, contenenti gia le dosi 
dei singoli principi attivi, saranno contenuti in una singola confe- 
zione recante le istruzioni per le modality di somministrazione 
("kit"). 

L'anticorpo biotinilato viene somministrato in sede intraope- 
ratoria e dopo un certo tempo, ad esempio 10 minuti, si sommini- 
strano diverse dosi di avidina, ad esempio ima prima dose nel letto 
tumorale, una seconda dose dopo eventuale intervento ricostrutti- 
vo. 

In modo similare, in una successiva realizzazione deirinven- 
zione, si pud somministrare direttamente Tanticorpo avidinato o 
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derivati anticorpali avidinati. Esiste im metodo descritto nella do- 
manda di brevetto della Neorx BP 0 251 494, in cid vengono impie- 
gati alcxxni derivati anticorpali per via sistemica. La presente in- 
venzione si differenzia da tale metodo in quanto lo stadio che porta 
all'accxxmulo di avidina in sede tnmorale awiene in fase operatoria 
per via locoregionale, mentre la sola somministrazione del farmaco 
biotinilato awiene in fase post-operatoria. Con questo procedimen- 
to si costitidsce una sorta di "recettore artificiale*' in grado di rece- 
pire la biotina radioattiva. 

Da un nuuoimo di 4 ore dopo Tintervento fino a 2-3 giorni suc- 
cessivi, il paziente sara accompagnato in medicina nucleare per 
iniziare la fase terapeutica postoperatoria con biotina radiomarca- 
ta somministrata per sistemica. In altemativa alia biotina ra 
diomarcata, la biotina puo essere vista come veicolo con agenti an- 
tittunoraH, quali ad esempio farmaci chemioterapici o tossine o cel- 
lule antitumorali (ad esempio linfociti del paziente). La biotina 
(DOTA)-90Y/Lu-171 verriL sempre somministrata per via endoveno- 
sa. L'attivitd iniziale sara di 50 mCi, per ^^Y e di 80 mCi per ^'^'^Lu. 
Sxilla base di precedenti esperienze di radioimmunoterapia, queste 
attivit^i risultano essere minori di 1/3 delVattivita massima sommi- 
nistrabile per ciclo. La finestra terapeutica potr^ comunque variare 
tra 50 e 100 mCi per ^oy e tra 80 e 150 mCi per il i^tlu. Prima del- 
la somministrazione della biotina radioattiva si potra somministra- 
re un "chase" di albumina biotinilata come descritto nei summen- 
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zionati lavori di Paganelli et al. e in EP 0 496 074. In particolare u- 
na dose fissa di 25 mg di albximina biotinilata, 10-15 minuti prima. 

In modo similare, in una sua altra realizzazione dell'inven- 
zione, si pud somministrare diurante la fase intraoperatoria locore- 
gionale direttamente avidina, che avendo un certo tropismo tumo- 
rale si Ipcalizza nei siti di interesse ai fini terapeutici. 

Seguendo queste procedure semplificate molti tumori che 
non presentano antigeni specr&ci potrebbero comunque essere trat- 
tati con i reagenti avidina e biotina. La sequenza degli eventi suc- 
cessivi rimane poi invariata, tramite Tintervallo di tempo tra inter- 
vento e terapia sistemica/ che deve essere ridotto a 4-24 ore, perch6 
raccumulo in sede tumorale di avidina puo richiedere un tempo in- 
feriore. La somministrazione sistemica di biotina radiomarcata o 
veicolante agenti ad attivita antitumorale awerra come preceden- 
temente descritto. 

In una sua altra re a 1 1 zzazione , la presente invenzione forni- 
sce anche Tuso dei principi attivi di cui sopra per la preparazione di 
una composizione diagnostica per la biodistribuzione preterapeu- 
tica (fase diagnostica dosimetrica), nella quale il secondo agente e 
radiomarcato. In caso di utilizzo di beta e gamma emettitori (ad es. 
Lu 177) quali farmaci biotinilati, la fase dosimetrica puo essere 
eseguita in maniera simultanea alia fase terapeutica. 
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RIVENDICAZIONI 



1. Uso di un primo agente dotato di tropismo tumorale in combina- 
zione con xm secondo agente antitumorale dotato di affinita verso 
detto primo agente come principi attivi per la preparazione di \m 
medicamento utile per la terapia perioperatoria in due stadi di 
tumori solidi. 

2. Uso secondo la rivendicazione 1, nel quale detto agente dotato di 
tropismo tumorale comprende imo o piu anticorpi specifici per anti- 
geni associati a un tiunore. 

3. Uso secondo la rivendicazione 2, nel quale in detto medicamento 
I'anticorpo o gli anticorpi sono biotinilati e sono in combinazione 
con un composto di avidina e detto secondo agente e un composto di 
biotina recantc un agente antitumorale. 

4. Uso secondo la rivendicazione 2, nel quale in detto medicamento 
ranticorpo d avidinato ed e in combinazione con un composto di bio- 
tina recante un agente antitumorale. 

5. Uso secondo ima delle rivendicazioni 2-4, nel quale detto uno o 
piu anticorpi sono monoclonali, ed eventualmente chimerici o ri- 
combinanti. 

6. Uso secondo una delle rivendicazioni 2-5, nel quale detto anticor- 
po e antitenascina. 

7. Uso secondo la rivendicazione 2, nel quale detto primo agente e 
avidina e detto secondo agente e un composto di biotina recante un 
agente antitumorale. 
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8. Uso secondo una qualsiasi delle rivendicazioni precedent!, nel 
quale detto agente antitumorale d scelto tra radioisotopi, farmaci 
chemioterapici, tossine o cellvde antitumorali. 

9. Uso secondo la rivendicazione 8, nel quale detto radioisotopo e 
scelto tra Fe-52, Mn-52m, Co-55, Cu-64, Ga-GT, Ga-68, Tc-99m, In- 
Ill, 1-123, M25, 1-131, P-32, Sc-47, Cu-67, Y-90, Pd-lOg, Ag-111, 
M31, Pm-149, Re-186, Re-188, At-211, Pb-212, Bi-212, Lu-177. 

10. Uso secondo la rivendicazione 12, nel quale detto radioisotopo ^ 
Y-90 oppure Lu-177. 

12. Uso secondo la rivendicazione 3, nel quale in detto medicainen- 
to Tanticorpo biotinilato, il composto di avidina e il composto di bio- 
tina sono in contenitori separati. 

13. Uso secondo la rivcndicazicnc 1, nel quale in detto mcdicamen- 
to I'anticorpo avidinato e il composto di biotina sono in contenitori 
separati. 

14. Uso secondo la rivendicazione 7, nel quale in detto medicamen- 
to Tavidina e il composto di biotina sono- in contenitori separati. 

15. Uso secondo una delle rivendicazioni precedent!, nel quale det- 
to tumore e scelto tra tumore della mammella, pancreas, polmone, 
pleura, peritoneo, cervico-facciale, cervello e vescica. 

16. Uso secondo una delle rivendicazioni 3-14, nel quale detta avi- 
dina e scelta tra avidina o streptavidina, loro derivati polimerici o 
loro derivati con polietilene glicol. 

17. Uso secondo una delle rivendicazioni precedent!, nel quale det- 
to medicamento e adatto alia somministrazione iniettabile. 
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18. Uso secondo la rivendicazione 17, nel quale il contenitore di 
detto anticorpo e sotto forma di siringa dotata di uno o piu aghi. 

19. Uso secondo una delle rivendicazioni 12-14, nel quale il conteni- 
tore di detto anticorpo e adatto aUa somministrazione spray. 

20. Uso secondo la rivendicazione 12, nel quale detto anticorpo o 

miscela di anticorpi e contenuto in un primo contenitore separate 



in dose singola 

21. Uso secondo la rivendicazione 12, nel quale detta avidina d co: 
tenuta in un secondo contenitore separato in dose singola. 

22. Uso secondo la rivendicazione 3, nel quale in detto medicamen- 
to, la quantita di avidina e in un rapporto 5-10 volte superiore alia 
quantita deiranticorpo o miscela di anticorpi. 

23. Uso secondo la rivendicazione 12, ncl quale il contenitore di 
det-ta avidina e sotto forma di siringa atta a somministrazioni 
succes-sive di volmni esatti. 

24. Uso secondo la rivendicazione 7, nel quale detta. avidina e con- 
tenuta in un contenitore separato in dose singola. 

25. Uso secondo la rivendicazione 7, nel quale il contenitore di det- 
ta avidina e adatto alia somministrazione spray. 

26. Kit per la terapia locoregionale e/o sistemica intra e periopera- 
toria adiuvante in due stadi comprendente xma serie di contenitori 
separati, nel quale il primo contenitore comprende un anticorpo 
biotinilato specifico per antigeni associati a un tumore o una misce- 
la di anticorpi, il secondo contenitore comprende im composto di a- 
vidina, U terzo contenitore comprende un composto di biotina re- 
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cante un agente antitumorale, ed eventualmente tin quarto c»nte- 
nitore contenente albumina biotinilata. 

27. Kit per la terapia locoregionale e/o sistemica intra e periopera- 
toria adiuvante in due stadi comprendente una serie di contenitori 
separati, nel quale il primo contenitore comprende un anticorpo a- 
vidinato specifico per antigeni associati a un tumore o una miscela 
di anticorpi avidinati, il secondo contenitore comprende un compo- 
sto di biotina recante un agente antitumorale. 

28. Kit per la terapia locoregionale e/o sistemica intra e periopera- 
toria adiuvante in due stadi comprendente una serie di contenitori 
separati, nel quale il primo contenitore comprende vm. composto di 
avidina, il secondo contenitore comprende un composto di biotina 
recante im agente antittmiorale. 

29. Uso di un primo agente dotato di tropismo tumorale in 
combinazione con un secondo agente radiomarcato dotato di 
affinita verso detto primo agente per la preparazione di un mezzo 
diagnostico per la biodistribuzione preterapeutica del medicamento 
della rivendicazione 1. 
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